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Abstract (Basic) : EP 287477 A 

Low-molecular-wt . heparin compsns. comprising fragments of formula 
R-(X-Y)n-R* (I), with no non-sulphated uronic acid/glucosamine 
N-sulphate disaccharide chains, are new. 

X = a sulphated iduronic acid unit of formula (II) or a 
2,3-cleaved non-sulphated D-glucuronic or L-iduronic acid unit of 
formula (III), provided that (III), provided than no more than 1 unit 
of formula (III) is present for every two chains: Y = a D-glucosamine 



unit of formula (IV): Rl = H or S03-; R2 = S03- or COMe, at least 90% 
being S03(-); R3 = H or S03-, at least 70% being 'S03(-); R = H or a 
glucosamine unit of formula (V) : R4 = H or a uronic aci-d residue; R' H 
or a uronic acid residue opt. modified by periodate oxidn. and redn. of 
CHO to CH20H; n = 7-15, giving a mol.wt. of 4800-9000. 

USE/ADVANTAGE - (I) are heparin analogues with little or no 
anticoagulant activity which inhibit growth of smooth muscle cells, 
inhibit complement activation, suppress delayed hypersensitivity 
inflammatory reactions, inhibit heparinase, and potentiate and 
stabilise the activity of certain growth factors. They may be used to 
prevent angioplastic smooth-muscle proliferation, accelerate tissue 
repair (esp. in skin diseases), inhibit extension of atherogenic 
lesions and arteriosclertoc degeneration, prevent shock states, inhibit 
metastasis and prevent thrombosis. 
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@ H6parlne8 de baa polda mol6cula!re A structure r6gu1i6re leur prftparation et lews appHcations Uologlques. 

(g) Les compositions de I'invention sont form6es de frag- 
ments d')i6parine renfemiant essentiellement des enchalne- 
ments disaccharidiques correspondant aux regions r6gu!i6res 
de I'h^parine et poaa^dant un PM de 4800 & 9000. Ces 
compositions sont utitisablea pour la r6gulation des systdmes 
physidogiques. 
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. Description 

HEPARINES DE BAS POIDS MOLECUUIRE A STRUCTURE REQUUERE 

LEUR PREPARATION ET LEUR8 APPLICATIONS BIOLOGIQUES 

L'invention a pour objet des hdparines de bas PM & structure rdgulidre. leur proc6d6 de preparation et leurs 
5 applications biologiques. 

Elle vise plus sp6clalement des h^parines de bas PM prdsentant une activit6 dans le domaine de la 
regulation de certains systdmes pliysiologfques tout en 6tant pratiquement totalement dSpourvues de 
ractMtd antlcoagulante s'exerpant via {'antithrombine 111 (ATlli). 

11 est connu que I'h6parine poss^de une actlvit6 antlcoagulante s'exer<?ant principalement via 
10 Tantithrombine 111 (ATlil). 

Les travaux effectu6s sur les relations structure/actlvlt6 de rh6parine ont montr6 que ce type d'activit6 
antlcoagulante se trouve tout partlculidrement correlde aux regions dites IrreguliSres de I'heparlne, plus 
8p6cialement la region correspondant au pentasaccharide de structure DEFQH, d6ci1t dans la demande FR 
2.535.324, de formule : 

IS 




9 S ? € § 



25 

On salt §gaiement que certaines actrvit6s de I'h6parine ou de fragments d'hdparine peuvent dtra 
maintenues jusqu'& un certain degr6 en {'absence du site de liaison & I'AT III ou lorsquecelul-ci est niodm6, les 
structures responsables de telles actlvites n'dtant cependant pas connues. 
3Q AtnsI Folkman et al (Science Vol. 221 -1983 -p. 719-725) ont rapport6 une action Inhibltrlce de 
I'angiogdnese pour des melanges d'hexasaccharldes d6pourvus d'activlt6 antlcoagulante. utilises en 
association avec des cortlcoTdes. 

Kamowsky et al ont effectuS des experiences sur des heparines 0-d6suIfat6es et N-desutfatees et ont 
montre qu'elles possddalent toujours dans une certalne proportion, mals e un moindre degr6. les activites 
^ inhibitrices de I'heparine standard sur la proliferation des cellules musculalres llsses. 

En outre, une activite antf-compiement de Theparlne, independante de ractivtte antlcoagulante. a ete mise 
en evidence. 

D'autres travaux ont montre que racttvite anticoagulante de I'heparine pouvalt etre modifiee en effectuant 
des coupures au niveau des cartiones Ca-Ca des addes uroniques non sulfates & I'alde de periodate de 

4Q sodium. 

Ainsi.Fransson et Lewis ont d6crit. dans Febs. Letters, vol. 97. n<» 1. p. 119-123. 1979. des conditions 
operatoires consistant k soumettre rh6parine e Taction du periodate. solt e pH 3. e 4* C. solt e pH 7. e 37** C. 
Les chines d'heparine obtenues sont oxydees seiectivement au niveau des acides D-glucoronique dans le 
premier cas. alors qu*une oxydation au niveau de tous les motifs acides uroniques non sulfates est obtenue 
45 avec le deuxieme type de conditions. 

Les chaines resuttantes sont reduites par NaBH4 ou fragmentees selon un processus de p elimination en 
milieu alcalln. 

Les auteurs concluent que I'oxydation et le clivage des motifs acide D-glucuronique se traduisent par une 
legere diminution de poids moieculaire mais une retention de ractMte anticoagulante. 
SO Au contraire, la coupure e pH 7 et e 37° C des acides D<glucoronique et L-iduronlque non sulfates entrsune 
la suppression de I'activite anticoagulante et une plus forte fragmentation de la molecule. 

Dans un article paru dans Carbohydrate Research 36, p. 339-348. 1974. Fransson a rapporte Toxydation 
periodlque des motifs uroniques dans le dermatane sulfate e divers pH, & 4** C ou 37** C. 
Uauteur indique qu'en precedent 4 pH 5, les coupures au niveau des acides glucuroniques ne se font que 
55 dans une proportion Inferieure k et qu'en precedent k pH 3. ces coupures ne se font pas du tout. Ces 
resultats apparaissent done contraires k ceux obtenus avec Theparine pour laquelle k pH 3, les coupures se 
font preterentlellement au niveau des acides D-glucuroniques. 

L'action du periodate a egalement ete rapportee par Casu et al. dans Arzneim. Forsch./Drug Res. 36 (1) n** 
4. p. 637-642. 1986. 

gQ Selon cet article, differentes preparations d'heparine sont soumlses k une oxydation periodique (pH 5,3 k 
4''C durant 24 h.) coupant entre les carbones en positions 2 et 3 de tous les acides uroniques non sulfates. A 
titre de reference, une preparation est soumise a une etape ulterieure d'hydrolyse aclde paiHetle et les 
fragments obtenus sont dialyses. 
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Cette 6tape d'hydrolyse acide partielle conduit & une fragmentation importante des chalnes at & una 
destruction au moins partieile de groupes fonctlonneis, comma i*indique Fransson dans Carfoohydr. Res. 80. 
131-145 (1980). 

De plus, salon cette mdthode, on obtient obtlgatolrement un melange de cliellnes de PM varies dans un 
Intervalte large, en particufier de nombreux di, tetra et hexasaccharides. 5 

Or, les Inventeurs ont mis en 6vldence que pour I'obtention de compositions pharmaceutlques stables, 
utilisabies en thSrapeutique pour ta r6gulation de certains systdmes physiologiques, les caractdhstiques 
sulvantes, en combinaison, sont essentielles : 

longueur des fragments: taux de charge; absence du site de liaison d CATIII, 

afin d*6viter les effets ind6sirables ii6s it une activity anticoagulante. lo 

L'^tude des processus de coupure d Taide d'acide periodlque et des moyens de fragmentation les ont 
conduits a constater qu*en r6alisant Toxydation periodlque dans des conditions op6ratoires sp^crfiques. mats 
6gatement en mettant en oeuvre une combinaison d'6tapes particulidres. 11 est possible d'obtenir une 
composition de fragments d 'heparins de bas PM, mais dans un intervalle favorable, dSpourvus du site de 
liaison k rATIil et ce, tout en conservant au moins la majeure partie de leurs groupes fonctlonneis. is 

Uinvention a done pour but de foumir des compositions d'h6parine qui, aux doses actives, soient dot^es de 
propri6t6s phamiacologiques de grand int^rdt, sensiblement ^quivalentes & celles de rh6parine,8an8 
presenter les inconvdnients d*6tre dot6es de proprf6t6s anticoagulantes. 

Elle vise egaiement A foumir un proc6d6 de fragmentation de J'hdparine permettant d'obtenir des fragments 
de PM donn6. d6pourvus cependant du site de liaison & I'ATIll et dont le taux de charge con^spond 20 
sensiblement k celui des sequences conrespondantes dans les chalnes d'h6parine naturelle. 

L'invention vise 6galement les applications de ces compositions pour r6laboration de medicaments actffs 
notamment sur la regulation de certains systdmes physiologiques. 

Les compositions de rinvention sont caract6r!s6es par le felt qu*elles sont essentlellement form6es de 
fragments d6pourvus d'enchalhements disaccharidiques du type aclde uronlque non sulfatd-glucosamine ^ 
N-sulfete, ces fragments r^pondant & la fbrmule g6n6rale I suivante : 

R-(X-Y)n-R' (I) 



dans laquelte 

• X repr6$ente soit un motif acide iduronique suHat6 de formule II 



30 




III) 



OSO. 



35 



40 



soit, k raison de 1 motif pour 2 chaines au moins. un motif acide uronlque (D-glucuronique ou L-lduronique) 

non sulfet6 ouvert entre les carbones en positions 2 et 3. de formule III : 45 




SO 

(III) 

5S 



- Y reprdsente un motif D-glucosamine de fomnule iV : 



65 
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(IV) 



. Ri 6tant un atome d'hydrogSne ou un groupe -8O3' 

. R2, un groupe -SO3" ou -CO-CH3. la proportion des groupes -SO3" 6tant d'envlron au moins 9(W/b, et 

. R3, 6tant un groupe -SO3" ou un atome d'hydrogdne, la proportion des groupes -SO3" 6tant d'envlron au 

moins 7Wo, 

-R repr6sente un atome d'hydrog6ne ou un motif : 



25 




KHR 



35 



40 



. Ri & R3 ^tant tels que d^finis ci-dessus. et 

. R4 repr6sentant un atome d'hydrogdne ou un r6sldu d'adde uronlque, 

- R' represents sort un atome d'hydrogdne. solt un motif acide uronlque nature!,solt un r6sidu d'acide 
uronique modlfi6 au cours de Toxydation periodique et dont les fonctions ald6iiydes ont 6t6 r^dultes en 
alcools, 

avec 7 ^ n ^ 15 pour les espdces ma)orltalres, oe qui correspond k des clialnes de PM de 4800 k 9000 
environ, et ses sets pharmaceutiquement acceptables. . 

On notera que les motifs X ouverts sont des motifs qui. au cours de T^tape de bSta-^liminatlon en pH alcalin, 
sont rest6s Int6gr6s dans l^enchalnement glycosamlno-glycanique. li s'agit soit d*un acide D-glucuronique non 
sutfetS. soit d'acide L-lduronlque non sulfate, dont les liaisons entre les carbones en positions 2 et 3 ont 6t6 
^- ooup6es. 

Les compositions de I'inventlon telles que caract6ris6es en HPLC d6termln6e avec une colonne TSK 2000 
SW coupt6e h un dMecteur photom6trique & 205 nm. en utillsant Na2S04 0.5M comme solvant, avec un d6bit 
de 1 ml/mln. pr^sentent : 

- un polds mol6cuIalre moyen de I'ordre de 6000-7000 Da. plus pr6cis6ment de 5800 k 7000 Da. notamment de 
I'ordre de 6000 Da, 70(Vb des esptees 6tant compris entre 4800 et 9000 daltons et 90<Vb entre 3600 et 11000 Da. 

- un poids mol6culaire au sommet du pic de I'ordre de 5500 & 6500 Da, plus pr6cis6ment de 5500 & 6500 Da, 
notamment de I'ordre de 5500 k 6000 Da, 

- moins de S^Vb de chaines inf^iieures k des dod6casaccharldes. 
-moins de SP/b de chaTnes au-deld de 11.000. 

„ Selon un autre aspect.les compositions d*h6parine de I'invention sont telles qu'obtenues par 
f ractionnement, a Taide d'aicool. en pr6sence d'un sel minfiral. d'un m6lange rfisultant de la d6polym6risation 
de rh6parine par action d'une base forte sur des chaTnes d*h6parlne soumlses au pr6alable k Taction de 
periodate. la d6polym6risation 6tant suivie d'une rfiductlon des groupements aldehyde fomnds tors de 
Toxydation periodique. 

D*une maniere avantageuse.les compositions de I'invention pr6sentent un rapport des taux de groupes 
sulfate S03~ et de groupes carboxyle COO" par mole compris entre 2,2 et 2,8- Ce rapport est notamment de 
2,4. Ce taux 61evfe par rapport aux valeurs moyennes des chaines d'h6parine rfesulte dela structure des chaTnes 
d'heparines de bas poids moleculaire selon I'invention, qui sont constitu6es pour I'essentiel d'unltfis 
disaccharidiques trisulfat6es. Ces h6parines de bas PM sont dites k structure r6guliere compte tenu de la 
^ presence de ces unites disaccharidiques et en reference k la lltt6rature scientifique (PERLIN A.S.. CASU, B. 
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SANDERSON. GR. "220 MHz spectra of heparin, chondroitins and other mucopolysaccharides*. Can. J. 
Chem. 1970; 48:2260-8). 

L*invention vise 6galement les sels de ces compositions, en particulier les seis de sodium, potassium, 
calcium et magnesium ainsi que les sels de cations organlques physiologlquement acceptables. 

L'invention a ^gatement pour objet un proc6d6 de preparation de compositions de fragments d'h^parine 5 
tels que ddflnis ci-dessus, comprenant t'oxydation m6nag6e de Th^parine d Taida de perlodate. 

Le proc6d6 de la pr6sente invention est caractdrls^ en ce que : 

a) on tralte une solution aqueuse d'h6paiine & una concentration finale de O.5 & 50/o (p/v) avec de 
Tacide periodique ^ une concentration finale de 0.5 d 40/o (p/v). 4 un pH de 4,5 k 6.5. d une temperature 

dec A 10** C; 10 

b) on tralte (es chalnes d'h^parine ainsI obtenues avec une base forte, k un pH sup^rieur 411 environ; 

c) on tralte les fragments de depolym6risatlon ainsi obtenus avec un agent rdducteur; 

d) aprSs elimination dventuelie de Tagent r^ducteur en excds. on preciplte tes fragments reduits. aprSs 
addition d'un sel mineral, & Taide d'un solvent alcoolique; 

e) on traite une solution aqueuse du predplte ainsi obtenu additionn6 d*un sel mineral par de ralcool is 
pour eiiminer les fragments de trds bas potds moieculaire; 

f) on recupdre le prodult pr6cipite ainsi fonn6 et on transforme, eventuellement, le sel conrespondant & 

la base forte utilisee, en un autre sel pharmaceutiquement acceptable. ; ' 

On notera que retape e con^spond & un fractionnement afin d'eiiminer certains chctTnes et non k une 
precipitation globale. 20 
Plus particuiierement, ce proc6d6 comprend en combinaison les etapes sufvantes : 

- I'oxydatlon menagee de I'heparfne rdalisee en falsant r6aglr de I'heparine, en solution aqueuse k une 
concentration finale de 0,5 k (p/v) avec un sel de 1'acide periodique k une concentration finale de 0.5 k 4<Vb 
(p/v). k un pH situ6 entre 4.5 et 6.5, de preference k un pH de 5. k une temperature de 0 & 10*^0. durant environ 

15 e 48 h. e rabri de la lumiere, 25 

- la depolymerisatlon des chailhes d'heparlne obtenues, par addition d'une base forte telle que la soude, k un 
pH superieur k 1 1 environ, notamment compris entre 1 1 et 12, avantageusmeent de 1 1 ,2 & 1 1 ,6 de preference 
aux environs de 11,5; 

- la reduction des fragments de depolymerisatlon k I'aide d'un agent reducteur et. apnea eiiminatton, le cas 
echeant. de Tagent reducteur n'ayant pas reagi. 30 

- la recuperation des fragments d'heparine reduits, par precipitation $ l*aide d'un sotyant dans lequel ils sont 
insolubies, 

• I'isolement des fragments recherches par fractionnement k I'aide d'alcool. en presence d'un sel mineral, 
d'une solution aqueuse obtenue en remettant en solution dans I'eau le precipite precedemment Isoie et en 
recuperant le precipite fomne. 3$ 

realisation de la depolymerisatlon suivant un processus particulier. combinee k rutilisatton dans le 
precede de t'invention, d'une etape de fractionnement, permet d'isoler une composition de fragments 
repondant k un profil therapeutique particulier et possedant notamment un indlce therapeutique satisfaisant. 

Dans I'etape d'oxydation i3eriodlque. on utilise de preference. I'heparine et le sel de i'acide periodique seion 
des quantites conduisant k des concentrations finales respectlves de 1i5 & 5<Vb et de 1,5 (Vb & 2,5 <Vb (p/v). 40 

Le sel de i'acide periodique est constrtue avantageusement par du m6taperiodate de sodium. 

Pour eiiminer le periodate residual, on effectue une dialyse avec des boyaux de diatyse ayant une poroslte 
de 3 e 4000 Da. pendant environ 15 h. 

On peut egalement proceder par chromatographie sur resine echangeuse d'anlons par exemple sur une 
resine telle que celle commercialisee sous la marque Amberiite IRA 400. cette r6sine etant utillsee un quantlte 45 
suffisante pour retenir le periodate reslduei et les derives du periodate form6s au coursde la reaction, eolt 1/6 
k 1/8 du volume reactionnel par exemple. Cette procedure plus raplde que la dialyse, de grande 
reproductibillte. permet de proceder k la beta-eiimination k partir de conditions facilement standardlsees. 

Seion un mode prefere de realisation de l'invention. on met I'heparine en solution dans de I'eau. plus 
spedaiement de I'eau demlneralisee. e 4'' C, & une concentration d'environ SM> (p/v). on a|oute un sel d'acide SO 
periodique tei que du metaperiodate de sodium de maniere k obtenir une concentration finale d'environ 2<Vb 
(p/v). Le pH de la solution est imm6diatement afuste e 5 k i'aide d'acide chlorhydrique dilue ou de soude 
diiuee. 

La solution est abandonnee k I'obscurite. e + 4° C, de preference 24 heures. 

Afin d'eilmlner le periodate residuel. on effectue une dialyse avec des boyaux de dialyse ayant une poroslte ss 
de 3 e 4000 Da. pendant environ 15 heures. centre de i'eau demlneralisee courante. 

Les chalnes d'heparine obtenues sont soumises k une etape de depolymerisatlon en milieu basique. 

A cet effet. on ajoute une base forte, plus specialement une lessh^e concentree de soude, de maniere k 
obtenir une molarite finale en base de 0.2 N. 

La solution basique obtenue est soumise k agitation 2 heures k temperature ambiante. $0 

On soumet alors les fragments de depolymerisatlon de I'heparine k une etape de reduction afin de 
transformer les groupes aldehyde resultant de la coupure de la liaison entre les oarbones Ca et €3 des motifs 
uroniques. 

On utilise un agent reducteur tei que le borohydrure de sodium, k ralson de 50 mg par gramme d'heparine 
engagee. et on malntient I'agitation 6 heures k temperature ambiante. 65 
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Uagent rdducteur n'ayant pas r6agl est d6trult par abalssement du pH 6 4 & Talde d'aclde, par example de ' 
facide chlorhydrique, avantageusement sous agitation vigoureuse, pendant environ 15 minutes. 
Les fragments d'h6parine r^duits sont r6cup6r6s par precipitation. 

Avantageusement, on ajuste le pH A 7 A i'aide d'une base, notamment de la soude concentrde, puis on 
5 ajoute 20 g/lltre de sel mineral et on effectue una precipitation & I'aide de 1.5 volume d'alcool. 

Le sel mineral utilise est avantageusement constltue par du chiorure de sodium. Pour la precipitation 
alcoolique, on a recours de preference & de rethanol. 

Le preclpite fonne est recupere par centrifugatlon, lave avec un solvent dans (equel il est insoluble, te! que 
I'ethanol. et sech6 & 40" C. sous vide. 
10 Pour isder de ce preclpite les fragments de I'invention, on a recours & une etape de fractionnement. 

On realise avantageusement un fractionnement alcoolique en procedant comme suit : 

Le preclpite de fragments d'heparine est remis en solution dans de I'eau. plus speclalement de I'eau 
demineraiisee. k temperature ambiante & savoir de I'ordre de 16 & 20" C, de manidre & obtenir une 
concentration de &>/o (p/v). 

IS On ajoute un sel mineral, tel que le chiorure de sodium, en quantite suffisante pour avoir une concentration 
finale de 1o/o. Le pH de la solution est ajuste & 3.5 par de I'aclde, par example de Tacide chlorhydrique dflu6. 
On ajoute alors sous agitation moder6e 0,85 volume d'un sotvant dans lequel les fragments recherches sont 

insolubles, tel que rethanol. 
L'ensemble est laisse au repos environ 10 heures k 18-20" C, 
20 Le pr6cipite est recueilli par centrifugatlon, iav6 avec un solvant tel que rethanol et sech6 sous vide A 40" C 
pendant 24 heures. 

Ce preclpite peut eventuellement etre soumis & une etape de purification suppiementaire, aprds remise en 
solution dans de I'eau d6mineraiis6e. par une chromatographie sur une r6slne echangeuse d'anions. telle 
qu*une resine Amberlite IRA 400. OH- ayant un volume de rordre du 1/10 du volume r6actionnel. afin d*6liminer 
25 d'eventuelles impuretes. 

II est constltue d'un melange de fragments d'heparine dont la majorite des especes a un PM compris entre 
4800 e 9000 Da environ. 

Le produit ainsl obtenu peut, le cas echeant, etre transforme en un autre sel pharmaceutiquement acceptable, 
tel qu'un sel de calcium, un sel de potassium ou un sel de magnesium, seion les methodes connues. 
30 Les compositions d'heparine de I'invention, essentiellement formees de fragments de polds moieculaire 
d'environ 4800 e 9000. depourvus du site de liaison & i'ATlil, pemiettent de mettre e profit des proprietes 
pharmacologiques de grand interdt, qui sont rattachees aux regions regulieres de I'heparine. Ces 
compositions aux doses actives n'ont qu'une trds faible activite anti-coagulante. 

L'etude de leurs proprietes pharmacologiques a alnsl montre que ces compositions exercent un effet * 
3S Inhlbtteur sensiblement equivalent k celui de I'heparine sur ia croissance des cellules muscuiaires lisses. 

Drverses experiences ont permis de mettre en evidence d'autres effets Inhlblteurs, en particulier vis-d-vis de 
I'activation du complement, et des reactions InHammatoires d'hypersenslbllite de type retarde, ainsl que • 
vis^-vls de I'activite enzymatique de i'heparanase. 

Elles peuvent exercer 6galement une action potentiallsatrice et stabiiisante vis-drvis do certains fecteurs de 
40 croissance cellulaire. 

Ces compositions sont. en outre, dot6es d'une grande innoculte et sont particulierement stables. 

Elles sont ainsi particulierement appropri6es pour constituer des principes actifs de medicaments. 

Linvention a done pour objet des preparations pharmaceutiques caracterisdes en ce qu'elles renferment 
une quantite efficace d*une composition essentiellement formee de fragments d'heparine. tela que definis 
45 ci-dessus. en association avec un vehicule piwmaceutique. 

Compte tenu de leurs proprietes. les medicaments de I'invention sont utillsables tout speclalement dans les 
indications therapeutlques sulvantes : 

- prevention de la proliferation des cellules muscuiaires lisses au cours des angioplasties. 

- acceleration de la reparation tissulairs, notamment lore de maladies cutanees, 

50 - prevention de I'extenslon de lesions atherogenes evolutives et des ph6nomenes de d6g6nerescence 
arterioscierotique. 

- prevention des etats de chocs, 

- prevention de certains developpements metastasiques. 

Les preparations pharmaceutiques de I'invention sont admlnistrabies sous differentes formes. 
55 Pour I'administration par voie orale. on a recours en particulier k des geiules, tablettes, comprim6s. pilules, 
liposomes. Ces preparations renferment avantageusement de 50 mg d 5 g par unite de prise, de preference 
200 i 250 mg pour les geiules. tablettes et pilules. 

En consequence, les formes d'administratlon dependent essentiellement de la dose a administrer. Les 
geiules, tablettes et pilules seront d'une utilisation pratique pour I'administration de faibles doses. Pour 
60 I'admrnistration de doses plus 6iev6es. les solutes buvables pourront dtre d'une utilisation plus pratique. 

D'autres formes d'adminlstration de i'invention sont constitu6es par des sprays, des aerosols, des 
pommades ou des cremes. 

L'invention conceme egalement des compositions pharmaceutiques injectables, steriles ou sterilisables 
pour radministration tant par voie intraveineuse qu'intramusculaire ou sous-cutan6e. 
65 Ces solutions renferment avantageusement de 10 4 150 mg/ml environ de principe actif lorsqu'elles sont 
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destin6es & I'injection par voie sous-cutan6e ou de 10 & 100 mg/ml environ, lorsqu'ettes sont destinds & I'l 
Jection intraveineuse ou k la perfusion. 

A titre indtcatif. afin d'iilustrer {'invention, on indique. cl-apr6s, un example de posologfe utilisable chez 
rhomme : cette posologie comprend, par exemple, Padministration au patient d'environ 500 mg/prise. par voie 
sous-cutan6e, deux k trois fois par jour. Par voie Intraveineuse. on admlnlstre environ 1000 mg/J, sachant que. 5 
par perfusion, tes quantit6s inject^es peuvent §tre de plusieurs dizalnes de ml. Ces administrations sont 
effectu6es de mani&re discontinue k intervenes r6gu(iers, ou continues par perfusion. 

invention conceme encore les rSactifs biologlques dont tes princlpes actlfs sont constltu6s par les 
compositions de fragments d'h6parlne teiles que d^ffnles plus haut. Ces r6actifs biologlques peuvent dtre 
utilises comme r^f^rences ou 6talons dans des 6tudes comparatives dans diffdrents systdmes physlologlques io 
dans la regulation desquelies les QAQs sont impliqu6s. 

D'autres caract§rlstlques et avantages de I'invention apparaltront dans les exemptes qui suivent et en se 
rdf6rant aux figures 1^5, 

- les figures 1 et 3 d*une part et 2 et 4 d'autre part. repr6sentant les courbes HPLC respectlvement d'un 
melange de dgpolym^risatlon r^duit et d*une composition selon invention, 75 

- la figure 5, le spectre RMN du "C d'une composition selon invention. 

EXEMPLE 1 : Proc6d6 d'obtention d*une composition de fragments d'h6parine. 

1/ - Coupure des chafnes d'hfeparine k Talde d'acide periodique 20 

10 g d'h6parlne injectable de mucus de pore, sous forme de sel de sodium, titrant 157 ul/mg dans ie dosage 
Codex et 155 u/mg dans le dosage anti-facteur Xa de Yin et al; sont mis en solution dans 250 ml d'eau 
d6min6ralis6e d 4'*C. Le pH de la solution est a]ust6 k 5,0 par de I'acide chlorhydrique concentr^. 10 g de 
m6taperiodate de sodium (Nal04. PM : 213.89) en solution dans 250 ml d'eau ddmindrallsde k A** C sont 
ajout^s sous agitation mod6r6e. Le pH de Tensemble est ajust6 & 5.0 par de Taclde chlorhydrique concentr6. 25 
La solution est abandonnde 24 heures. k l'obscurit6. en chambre froide k + 4"a 

2/ - Elimination du perlodate residuel 

On r^partlt ensulte la solution r6actionnelle dans 3 boyaux de dialyse NOJAX 40 ^ (porosit6 de 3 & 4000 Da) 
et on la soumet k une dialyse 15 heures centre de I'eau d6mln6ra]ls6e courarrte. 30 

3/ - D6polym6risation en milieu basique 

Aux 780 mi de solution obtenue aprds dialyse, sont ajout6s 16 ml de soude 10 N. et I'ensemble est soumis k 
agitation 3 heures k temperature ambiante (de i'ordre de 18-2^0). 

ss 

4/ - Reduction 

500 mg de borohydrure de sodium (NaBH4, PM : 37,83) sont alors ajout6s et la solution est agitee de 
nouveau 4 heures k temperature ambiante. Son piH est ensulte amend k4 k i'aide d'acide chlorhydrique 
concentre. Apres 15 minutes d'agitation. le pH est ajuste k7 k I'aide de soude concentree. 

Aux 820 ml de solution ainsi obtenue sont ajoutes 16.4 g de NaO puis 1270 nil d'ethanol. 40 

L'ensemble est lalsse au repos 3 heures, puis centrifuge a 2500 t/mlnute pendant 20 minutes. 

Le precipite est recueilli, remis en suspension dans 200 ml d'ethanol pur. broye k i'Uitra-Turrex^ et 
finaiement recupere par filtration sur buchner fritte. 

11 est alors seche sous vide e 40''C pendant 5 heures. 

On recupere ainsi 8.9 g de produit interm dlaire ayant les propri6t6s sulvantes : 45 

- dosage Codex : 8 ul/mg 

- dosage APTT : 7 ul/mg 

- dosage Anti-Xa : 8 u/mg 

La repartition moieculaire de la composition est rapport6e sur la figure 1 qui correspond k la court^e HPLC 
determlnee dans les conditions evoquees page 6. so 

5/ - Fractionnement alcoollque ^"^'^ 

Ces 8,9 grammes sont dissous dans environ 120ml d'eau demtneralisee & temperature ambiante. On ajoute 
1 .78 grammes de NaCl et le pH de la solution est abaisse k 3.5 k i'aide d'acide chlorhydrique. Le volume de la 
solution est ajuste e 178 ml e I'aide d'eau demineralisee. 151 ml d*6thanol pur sont ajoutes sous agitation. 55 
L'agitatlon est maintenue 15 minutes apres la fin de i'addltion puis i'ensemble est lalsse au repos 10 heures, k 
temperature ambiante. 

Le precipite fonne est recueilli par centrifugation 20 minutes k 2500 t/min. II est remis en suspension dans 
150 ml d'ethanol pur. broy6 k I'Ultra-Turrax, recupere par filtration sur buchner fritte, lave par 300 ml d'ethanol 
pur et finaiement seche sous vide e 40^C pendant 24 heures. $0 

On recupere ainsi 5.0 g sous forme de poudre blanche 5,0 g du produit IC 1772 ayant les caracterlstiques 
sulvantes : 

- tItre Codex : 11 ul/mg 

- titre APTT : 9 ul/mg 

- titre Antl-Xa : 12 u/mg gg 
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La distribution moI6cuIalre de la composition obtenue apparart a I'examen de la figure 2 qui conrespond k la 
courbe HPLC. d6termln6a dans les conditions c!-dessus. 

Analyse en RMN du ^^C 

5 Le spectre RMN pour !e carbone 13 est repr6se t6 sur la figure 5. Ce spectre a 6t6 r6alls6 sur une solution, 
du compos6 dissous dans de I'oxyde de deuterium. & 25MHz. & 35" C. Les d^placements chlmlques sont 
mesur6s par rapport au methanol (51,6ppni). 

L'examen de ce spectre montre qu'il pr6sente les signaux caract6ristiques d*un enchalnement de 
disacchartdes du type aclde 2-0-sutfo-a-L-lduronique (1-> ;4) 6-0-sulfo-N-suifo-a-D-gIucosamine (1-> ;4). 
10 On constate en partlculier la presence des segments des carbones anom6res. 6 101.7 ppm (acide 
2-0-suIfo-a-L-lduronique) alors que les signaux caract6ristlques des acides D-glucuronique et L-iduronique 
(104.5 ppm) non sulfat6s ne sont pas pr6sents. contralrement au spectre d'une pr6paration d*h6parlne dans 
laquelle lis peuvent repr^senter Jusqu'ft 30 k AWo du total des signaux des acides uroniques. 
Dans la region des C-2 de glucosamine, seul le signal & 60,5 ppm (C-2 de la N-sulfo-glucosamine) est 
15 pr6sent. Le signal caract6ristlque de la N-ac6tyl-gIucosamlne (56,4 ppm) est k peine d6celable alors qu'il 
figure dans l*h6parine de d§part. 

Dans la rfegion des C-6 de glucosamine {eZJS pour C-6-OH et 69 pour C-6-OS). On constate la presence des 
deux signaux des espdces non sulfetde et sulfat6e. 
II est important de noter que le rapport d'lntenslt6 des signaux k 99.4 ppm et 101.7 ppm est 6gal d 1 ce qui 
20 confirme la seule presence d'acide 2-0-sulfo-L-iduronlque. 

On d^cdie la presence de quelques r6sidus de N-ac6tyl-glucosam1ne. De mdme. le signal du NHAc (24.6 
ppm) apparatl. 

Analyse conductim6trique : 

55 Le degr6 de sulfatatlon d6tenfnln§ par conductlm6trie est de 2,3. Le nombre de charges par unite 
disaccharidique est de 3,3. 

EXEMPLE2 : ^ , 

iT^OO g d*li6parine injectable, sei de sodium, titrant 154 ui/mg dans le dosage Codex et 158 u/mg 
SO dans le dosage anti-f acteur Xa sont mis en solution dans 5 litres d*eau d6mln6ralls6e, i + 4" 0. 

Le pH de la solution est ajust6 k 5,0 par HQ concentr6. On ajoute alors sous agitation mod6r§e : 200 g 
de metaperiodate de sodium en solution dans 5 litres d'eau d6min6ralls6e & + 4'*C. Le pH de I'ensemble 
est de nouveau a]ust6 kS,0 par HCl concentre. 

La solution obtenue est laiss6e 24 heures k Tobscuritfi, en chambre frolde + 4"C. sous agitation 
3$ mod§r6e. 

2/-EIIe est ensulte r6partie dans 50 boyaux de dlalyse et dialys6e 14 heures centre de leau 
d6min6ralis6e courante, k temperature ambiante. 

3/- A l*issue de cette dlalyse. on r6cup6rB 14.5 litres de solution k iaqueile on ajoute 116 g de soude 
pure en pastilles. On aglte la solution ainsi obtenue 3 heures d temperature ambiante. 
40 4/ - 10 g de borohydrure de sodium sont ensulte aJout6s et Tagitation est poursuivfe pendant 4 heures. 

Le pH de la solution est abalss6 k4k i'aide d'HCI conoentr6. pendant 15 minutes, puis il est de 
nouveau r6alust6 6 7 par de la soude concentrde; 

Le volume de la solution ainsi obtenue est de 15.2 Htres. On a]oute alors 304 grammes de NaCI puis 
22,8 litres d'6thanoL ^ 
45 L'ensemble est laiss6 au repos 48 heures k temperature ambiante. Le sumageant llmpide est 

slphonn6. le pr6cipit6 est recueilli. remis en suspension dans 3 litres d'dthanol pur. broy6 k rultra-Tunrax, 
et recupSre par filtration sur verre frltte. 

It est finalement sech6 sous vide &40"C pe dant 15 heures. 

On r6cup6re 1 81 grammes de fragments d'h6parine ayant les caracteristiques suivantes : 
SO - dosage Codex : 10 ul/mg 

- dosage APTT : 9 ul/mg 

- dosage Anti-Xa : 9 u/mg 
repartition moleculaire : voir figure 3. 

5/ - Ces 181 grammes sont dissous dans environ 3 litres d*eau d§min6raiisee, i temperature ambiante. 
55 On ajoute 36,2 grammes de NaCI et le pH de la solution est ajuste k 3.5 par HCl concentre. 

Le volume de la solution est ajuste k 3.62 litres k I'aide d'eau d6min6ralisee. On ajoute sous agitation 
mod6ree 3.077 litres d'ethanol pur. Uagitation est maintenue 15 minutes aprfes la fin de I'additlon et 
l'ensemble est laisse au repos 10 heures k temperature ambiante. Le precipite form6 est recueilli par 
centrifugation 20 minutes k 2500 t/min. II est remis en suspension dans 2 litres d'ethanol pur. broye k 
60 I'Ultra-Turrax. r6cup6re par filtration sur fritt6. lave par 3 litres d*6thanol pur et finalement seche sous vide, 

a 40** C. pendant 24 heures. 

On obtient finalement 104 grammes de poudre blanche ayant les caracteristiques suivantes : 

- titre Codex : 13 ul/mg 
-fitre APTT : 10 ul/mg 

65 - titre Anti-Xa : 13 u/mg 
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repartition mol6culaire : voir figure 4. 



EXEMPLE 3: 
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1/-Coupure des chatnes d'h6par{ne k I'aide d'aclde periodlque 

45 g d'h§parlne injectable de mucus de pore, sous forme de sel de sodium, sont mis en solution dans600 ml 
d eau d6min6ralis6e. 18 g de m6taperlodate de sodium en solution dans 200 ml d'eau d6min6ralis6e & 5-C 
sont ajout6s sous agitation mod6r6e. On ajuste le pH i 5 par addition de Ha concentr6 et le Volume 
r6actlonnel est amen6 4 900 ml avec de Teau distill6e. La solution est malntenue pendant 24 d 28 heures k 
I obscurlt§. en chambre frolde (0-10»C). Le pr6clpit6 form6 est 61imih6 par filtration. 

21 - Elimination du periodate rfesiduel 

A T^xnl ^1^'®o^f»*u" ^'°^«*atlon de I'h6parine sont percolds sur une r6sine §changeuse d'lons 
moS in 2lSrS Company. USA) ayant un volume de 1/86me du volume r6actlonnel 

Lb colonne est rinc6e 225 litres d'eau d6mln6ralis6e. Ce rinpage estcombln6 d ia solution percol6e. On 
obtient ains 1 125 ml de solution ddbarrassde du periodate et de I'lodate. L'absence de periodate est contr6l§e 
par tlfrim6trie. U courbe de titration de 5 ml de ia solution d'oxyh6parlne par 2.5 ml de soude 1 N permet de 
ur^irdi^Tn^ t periodate. U periodate en solution se traduiraft par une Inflexion caract^ristique pour 

3/ - D6polym6risation en milieu baslque 

La b§ta-6limlnation est initl6e en ajoutant de la soude 10 N par 6tapes Jusqu^A obtention d'un pH de 11 5 La 
reaction se poursuit pendant 1 heure k temperature amblante (18-23'»C) sous agitation. 

4/ -Reduction ^ 
On ajoute alors du borohydrure de sodium e raison de 10 g par 100 g de matidre premiere engagee 
Cette reduction est r6alls6e pendant au moins 3 heures sous agitation. L'agent reducteur en exces est 

ensurte eiimin6 par addition de 25 g/l de NaCI puis le pH de la solution est ajuste kAk Palde de HCI concentre 

U solution est ensuite ajust6e k un pH neutre k i'aide de NaOH concentr6e 
On precipite le produit en ajoutant 1.5 volume d'6thanol pur. Le.preclpite est decante pendant 48 a 72 

heures. puis d6shydrate k l'6thanol et seche sous vide k 40*C pendant 12 heures. 

5/ - Fractionnement alcoolique 

Le produit est repris dans de I'eau d6mln6rallsee (180 ml pour 10 g d'heparine engag6e). On aJoute 2g de 
NaCI pour 10 g. Le pH est ajust6 k 3.5 et ia solution completes en eau deminemllsee au wlume de 200 mlpour 
10 g engages. 

On ajoute 0.85 volume d'6thanol pur sous agitation lente. Le precipite est lalsse k decanter pendant 48 A 72 
heures. Le pr6clpit6 est repris. d6shydrat6 k I'ethanol pur. broye d ruitra-Turrax « et seche A 40'C. Le produit 
se presente sous forme d une poudre blanche. Le produit soluble dans I'aicool a ete analyse en HPLC On a 
constate que les oligosaccharides ont un polds moieculaire moyoh de I'ordre de 3500. 

6/ - Purification 

Le produit obtenu k retape precedente est mis en solution k 5«Vb dans de I'eau demlneralisee et est purifie 
sur une colonne 6changeuse d'anlons Amberiite IRA 400. OH" (1/10» du volume reactionnel) 

Le produit est ensuite teste pour ses caracteristiques : 
; Taux de sulfatatlon (determine selon Helbert J.R. et Marini M.A., Biochemistry. 1883. 2 1101-1108) 

Le rapport SOa/COO" est de 2.2 k 2,4. ■ wj. 

. Activites anti-lla et antl-Xa : 

- TCK (1) : 4 u/mg ^ 

- USP (2) : 13 u/mg ^ 
Activlte anti-lla (3) ; 12 u/mg 

- ActMte antl-Xa (4) (Yin et Wessler) : 8 u/mg 

- Activite anti-Xa (sur substrat chromogene 
S 2222 en systems purifl6) : 1 u/mg 

Les references des systemes utilises pour effectuer les mesures sont les suivantes : 

(1 ) : R.R. Proctor et S. Rapaport - Ann. J. Clin. Pathol.. 1961 . 16.212-219 

(2) :XXiePharmacop6eam6ricaine. — • 

(3) : Mesurfee par l allongement du temps de thrombine. 

(4) : E.T. Yin. S. Wessler. J.V. Butler - J. Lab. Clin. iVIed.. 1973. 81 . 298-310. eo 

MiSE EN EVIDENCE DE CYCLES D'ACIDES URONIQUES OUVERTS ENTRE C2 et C3 

U degradation de Smith e pH 3 et 100° C pendant 1 heure d'une solution 6 50/o d'lC 1772 provoque la 
coupure sp6cifique des chames ollgosaccharidiques au niveau des acides uronlques ouverts entre<^ et C3 II 
en results une baisse du polds moieculaire moyen du produit. observ6e par gel filtration sur TSK 2000 avec 65 
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detection r6fractoni6trique. • ♦ 

"(SJnT-V?onrL non,b« de sites sensibtes 

ol io^cchSdique. ce qui 6quivavit au nombre d'acldes uronlquss ouverts ent« C2 et C3. 
Tessai a «6 rtalis* sur deux lots da produlte IC 1772 : 



Mna 
Mnb 

(Mna/Mnb) - 1 



p 46 VH 
5503 
3896 
0,4 



P 55 VH 
5573 
3745 
0.5 
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on constate done que. dans les conditions del-analyse IC1772comiertunacW^ 
deux chdhes, au moins. 

EFFET ANTICOAGULANT DE 10 1772 EN PLASMA HUMAIN 
On raoporte, ci-aprte, les r6sultats obtenus concemant : 

T tesMtlvitts antHIa et antl-Xa. In vitro, dans diffferants systdmes. 
2. tea temps de coagulation par la thromblne (TCT). 
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TCK 

Activity anti-IIa 

ActWit6 anti-IIa (sur substrat chromogfine 
S 2238 en syst&ne purififi) 

ActivU§ anti-IIa (sur substrat chromogfine 
S 2238 en systSme plasraatlque) 

Activity antl-Xa* (Yin et Hessler) 

Activity anti-Xa (sur substrat chromogfine 
S 2222 en systfime purifie) 

Activity anii-Xa (sur substrat chromogSne 
$ 2222 en syst&ne plasfflatiqua] 



IC 1772. 
ug/og 


Sparine 
Standard 

ug/og. 
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12 - 
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5 - 


10 


160 
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1/ R.R. Proctor et S. Rapaport - Ann. J. Clin. Pathol., 1961. 36, 212-219. 

2/ XXIdme Pharmacop6e amdricaine 

3/ Mesurde par rallongement du temps de thromblne 

4/ E.T. Yin. S. Wessler. J.V. Butler. J. Lab. Clin. Med.. 1973, 81^. 298-310. 

5 

2/ -TCT : 

On rapporte dans le tableau 1 ci-aprds, les rdsultats sous forme de temps de coagulation exprim6 en 
secondes. de 3 essals effectu6s avec les 3 types de plasmas utilisds pour 6tudler I*activit6 APTT. Le contrdle 
est effectud en milieu plasmatlque norma). Les r6sultats conrespondent d la moyenne de deux essals 
independents. 10 

TABLEAU 1 

^g/ml plasma normal Plasmas dSplStSs en 

ATIII HC II ATIII et HCII 

0 22 20 20 20 

2,5 36 26 24 22 

5 110 51 27 22 

10 300 300 40 -22 

25 

On constate aux doses de 5 et surtout 10 ug/ml un allongement du temps de thrombins qui semble 
d6pendre de HCIL 

- INHIBITION DE LA PROUFERATION DES CELLULES MUSCUUVIRES LISSES (CML) IN VITRO. qq 
Module experimental : 

Les cellules musculalres llsses (CML) provtennent d'un segment abdominal de Taorte de rat Sprague 
Dawley. De pettts morceaux de media sont mis en culture en milieu RPMI-1640 additionn6 de 2(W6 de sdrum 
de veau foetal (SVF). Au bout de 1 d 2 semaines. les CML migrent hors des tissus et commencent & prolif6rer. 3s 

5-8.103 CML sont mises en culture dans des plaques mutti-pults. Apr6s 24 heures. on anrdte leur crolssance 
par un lavage suM de Taddttion de milieu RPMI + 2f¥6 6B plasma d6plaquett6 (ou RPMi + 0,4% de SVF) 
pendant 72 heures. 

Les cellules sont alors reptac6es pendant 5 d 7 jours en milieu RPMI addIttonn6 de 20^ de SVF avec ou 
sans le compos6 & tester, ce dernier & dfffdrentes concentrations. 40 

La croissance nette des CML, dans les essais tdmolns ou addltionnte des prodults & tester, est obtenue en 
soustrayant le nombre de cellules au depart du nombre de cellules & la fin de I*exp6rfence (mesure en 
duplicate par compteur Coulter). 

Le Wo d'inhibition est donn6 par la formute sulvante : 

45 

i d'inhibition - fl - croissance nette des cellules testes ^ ^ 

I croissance nette des cellules t&notns J so 



(voir Castellot et al . , J. Cell. Biol., JOl, 1986, 
1979-1984). 
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Les r6sultats obtenus selon la concentration de IC 1772 en culture sont les suivants [k titre comparatif. on 
rapporte les valeurs dinhibition obtenues avec rhdparlne). 
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guantite de oroduit j^n^jbit j.O|;^ 

IC 1772 Heparine 
1 pg/ml culture 25% 20% 

10 pg/ml " 45\ S0\ 

100 pg/ml • 10% B0% 

On constate une activity dans ce mcxlSte experimental tr§s proche de oelle de i'h6parine standard. 

- INHIBITION DE LA PROUFERATION DES CELLULES MUSCULAIRES USSES (CML) IN VIVO : MODELE DU 
CATHETER BALLON. 

Module experimental : 

Uexp6rience est mende sur des rats mSles Sprague Dawley figds de 5 mois et pesant environ 500 g. 

Les animaux sont anesth6sl6s et rendoth6lium de Partdre carotide gauche est ddnudd par le passage 
Intraluminal d'un cath6ter ballon d embolectomie introdult dans la branche exteme de la carotide. 

Le produit d tester ou une solution t6moin sterile est admlnistr6 en Infusion continue dans de ta solution 
lactos6e de Ringer dans la velne jugulalre gauche (utilisation d'une pompe osmotique § infusion (Alzet) plac6e 
sur le dos de ranfmal). Le traltement est poursulvl pendant 4 semaines k ralson de 2,5 ul/heure. La dose 
admlnistrSe a 6t6 de 1 mg/kg/heure. 

Aprds 28 Jours les animaux sont anesth6sl6s et les art6res carotides pr6lev6es. A 17, 9 et 1 heure avant 
ranesth6sie, les animaux repoivent une Injection lntrap6riton6aIe de thymidine triti6e. 

Les rfesultats sont exprimds par le contenu en DNA dans les carotides droite (CD) I6s6es et gauche (CQ) 
non I6s6es selon ie mode de calcul sulvant : 

^ • DNA* animaux contr81eJ 



DNA* 



(voir A.W, Clowes et M.M, Clowes, Labor. Investig., 
1985, 52 (6). 612-616). 



Dans un premier essal portant sur 10 animaux, on constate avec le produit test6 IC 1772 une Inhibition 
proche de celle de ThSparine d*environ 500/o. 

. INHIBITiON DU SYSTEMS DU COMPLEMENT 

Uheparine Inhibe la g6n6ratlon de la C3 convertase amplificatrice alteme du complfiment, en Inhibant ta 
formation du complexe blmol6culalre entre les prot6lnes Cab et B. 

L'effet de rh6parine et du produit IC 1772 sur la liaison C3b-B a 6t6 6tudi6 en utillsant des prot6ines B 
marquees a ^^Sj (125|-b) et des Erythrocytes de moutons porteurs de prot6ine Csb (E^Cab). 

On appelle IC50 la concentration d'heparine ou de roligosaccharide test6 n6cessaire pour inhiber SOVo de la 
formation du complexe Cab-B. 



12 



0 287 477 



Cette mesure est faite in vitro, dans un systdme de protdines purifides. 
. Syst6me exp6r}mental 

On incube des E'Csb (0,75-2,5 x 10^) dans diffdrentes concentrations de i26|-B dans un tampon v6ronal 
contenant O.W de gelatine et 5mM Mg^* pendant 30 mn a 30' C. 5 

Des §ciiantiIlons de 70 ui, en double pour chaque r6action. sont d6pos6s sur 300 ui d'un melange de 
dibutylphtalate (Merck-Clevenot. France) et dinonylphtalate (Coger. Paris) (7:3 v/v) dans des tubes de 
polypropylene de 0,5 mi. 

Les tubes sont centrifug6s pendant une minute d 8000 g dans un microfuge Beckman (Beckman, Paris), 
puis coup6s Juste au-dessus des pr6ciplt6s. La radloactivit6 du ligand Ii6 est compt6e. ia 

Le produit iC 1772 a dt6 dos6 comparatlvement k l'h§parlne. Les r6sultats exprim6s en IC 60 sont les 
suivants : 

IC 1772 : 0.4 jtg/ml 

Hdparlne standard : 0.5 ^g/ml 

IS 

- Temps de saignement : 

Le produit est administr6 chez le lapin par voie intraveineuse d la dose da 5 mg/kg. 15 minutes et une heure 
avant I'exp6rience. 

Le modele exp6rimental est celui de Cade, tel que d6crit par Cade et al dans Thromb. Res. 35, 613-^5 
1986. '~ 20 

Les essais effectues montrent que le produit n'entratne aucune augmentation du temps de saignement ft la 
dose de 5 mg/kg par voie intraveineuse. 

- Etude de ractivit6 antithrombotique de IC 1772 

Le moddle utllls6 est le sutvant : 25 
Les anlmaux sont anesth6sl6s avec 70 mg/kg de Ketaset * (Bristol Lab. Syracuse. NY) par voie 
Intramuscutaira. Par une technique chirurglcale, on Isde une longueur de 2 cm sur les veines Jugulaires drotte 
et gauche. On injecte par voie intraveineuse dans ia veine marglnale de I'oreille le produit ft tester, 5 minutes 
exactement avant Tinjection d'une substance thrombog6nique. par exemple un mdlange de compiexe 
concentre prothrombonique et de venin de vipdre venum (PCC/RVV). Au bout de 20 secondes on effectue la 30 
ligature de la velne Juguiaire, et aprds 10 mn de stase, on retire les segments de veine que I'on piece dans le 
serum physiologlque. puis on 6value le degre de formation de calllot selon une echelle de 0 ft 4 (4 represents 
un calllot unique sans erythrocytes iibres) (FAREED. J. W/VLENGA, J.M.. KlUM/VR. 2. and ROCK, K "A 
modified stasis thromt>osts model to study the antithrombotic actions of heparin and its fractions Sem 
Thromb. Hemost. 11(2), 155-175. 1985). ^ 

IC 1772, administre par voie intraveineuse, a la dose de 1 mg/kg e un groupe de 10 lapins, a montre une trfts 
bonne activite antithrombotique chez tous les animaux. 



40 

Revendications 



1. Composition d'h6parines de bas poids mol6culaire, pratiquement totalement d6pourvue d'activite 
anticoagulante. caracterisee en ce qu*elle est essentiellement formee de fragments depourvus 45 
d'enchajnements disaccharidiques du type aclde uronique non sulfate-glucosamine N-suifate, ces 
fragments repondant e ia formula generaie i suivante : 

R-(X-Y)n-R' (I) 

SO 

dans laquelle 

- X represente soit un motif aclde iduronique sulfate de formule il : 




55 



€0 



soit, & raison de 1 motif pour 2 chaTnes au moins, un motif acide uronique (D-glucoronique ou 65 
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L-iduronique) non sulfate, ouvert entre les carbones en positions 2 et 3. de formula ill : 



COO 




(111) 



0 



Ch/oH CHjOH 



- Y repr6sente un motif D-gtucosamine de formula IV : 



^0 




0_ 



2 



(IV) 



. Ri 6tant un atome d'hydrogdne ou un groupe -SOa" 

. R2. un groupe -SOa" ou -CO-CH3. la proportion des groupes -SO3- 6tant d'environ au moins 90«Vb. et 
. R3. 6tant un groupe -SO3- ou un atome d'hydrogdne. la proportion des groupes -SO3- 6tant d'environ au 
moins 70<M», 

- R reprdsente un atome d'hydrog^ne ou un motif : 



. Ri ^ R3 etant tels que d6finis ci-dessus. et 

.R4representantun atome d'hydrog^neouunr6sldud'acideuronique, • ^ 

- R' repr6sente soit un atome d*hydrog6ne, solt un motif acide uronique naturel,soit un r^sidu d'acide 
uronique modifid au cours de Toxydation periodlque et dont les fonctions aldehydes ont 6t6 rSdultes en 
alcools, 

avec 7 ^ n ;S 15 pour les espdces majorltalres, ce qui correspond & des ctialnes de PM de 4800 k 9000 
environ, et ses sels pharmaceutiquement acceptables. 

2. Composition selon la revendlcation 1. caract6ris6e en ce qu'elle pr6sente en moyenne 3,3 charges 
par unites disaccharidiques. 

3. Composition salon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elie presents, 
en HPLC determln6e avec une coionne TSK 2000 SW coupl6e a un d6tecteur photom6trlque 205 nm, en 
utitlsant Na2S04 0,5M comma solvant, avec un d6bit de 1 ml/min : 

- un polds molfeculaire moyen de Tordre de 8000-7000 Oa, plus pr6cis6ment de 5800 a 7000 Da. 
notamment de I'ordre de 6000 Da, 7Wo des esp6ces 6tant comprises entre 4800 et 9000 daltons.et 90P/IB 
entre 3600 et 11000 Da. 




(V) 



KHR 



2 
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- un poids mol6culaire au sommst du pic de I'ordre de 6000 6 6500 Da, plus pr6cis6ment de 5500 & 6500 
Da, notamment de Tordre de 5500 & 6000 Da, 

- moins de 50^ de chaTnes Inf6iieures d des doddcasaccharides, 

- moins de SWb de chalhes au-del& de 1 1 .000 

4. Composition selon Tune quelconque des revendicatfons 1 & 3, caract6ris6e en ce que (e spectre 5 
RMN est confonne & celui de la figure 5. 

5. Composition f ormee de fragments d'h6parfne tels qu*obtenus par fractlonnement, ^ Talde d'alcool en 
presence d'un sel mineral, d'un melange resultant de la d6potym6risation de Th^parine par action d'une 
base forte sur des chalnes d'h^parlne soumlses au pr6alable k inaction de perlodate, suivie d'une 
reduction des groupements aldehyde form6s lors de Toxydation periodique. io 

6. Composition selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, caract^ris^e en ce que les fragments 
qu'eile renferme se pr6sentent sous la fomne de sels de sodium, de potassium, de calcium ou de 
magnesium. 

7. Proc6d6 de preparation de compositions d'hdparines de baa PM telles que d^nis dans la 
revendlcatlon 1 , caract6ris§ en ce que : is 

a) on traite une solution aqueuse d'h^parlne k une concentration finale de 0,5 d SWo (p/v) avec de 
l*acide p^rfodlque A une concentration finale de 0,5 & 4% (p/v) d un pH de 4,5 k 6,5 k une temperature 
deOeiO^ 0; 

b) on traite les chaTnes d'h6parine ainsi obtenues avec une base forte & une molarlt6 finale en base 
de0,U0,3N: so 

c) on traite les fragments de d6potym6rlsation ainsi obtenus avec un agent rdducteur; 

d) aprds elimination 6ventueiie de I'agent r6ducteur en excds, on predpite les fragments r6duits 
aprds addition d*un sei mineral 4 i'aide d*un sotvant alcoolique. 

e) on traite une solution aqueuse du pr6cip{t6 ainsi obtenu additionne d*un sel mineral, par de 
t'alcool. 25 

f) on recupdre le produit pr6ciplt6 ainsi forme et on transfonme eventuellement le sel 
correspondent k la base forte utilis6e dans un autre sel pharmaceutiquement acceptable. 

8. Precede selon la revendlcatlon 7. caracterise en ce qu'll comprend en oomblnalson les etapss 
suivantes : 

- I'oxydatlon menagee de Pheparine realis6e en faisant reaglr de i'heparlne. en solution aqueuse & une 30 
concentration finale de 0,5 k 5<Vo (p/v) avec un sel de I'acide periodlque k une concentration finale de 0.5 

k AO/o (p/v) k un pH situe entre 4. 5 et 6,5. k une temperature de 0 e 10°C, durant environ 15 448 h. & I'abrl 
delalumiere. 

- la depolymerisation des chaTnes d*heparine obtenues, par addition d*une base forte, telle que la soude, 
selon une quantite conduisant a une molarite finale en base de 0.1 k 0.3 N environ, k un pH superieur & 11 65 
environ, notamment comprls entre 1 1 et 12. avantageusement de 1 1 .2 & 1 1,6, de preference de 1 1 .5, 

- la reduction des fragments de depolymerisation k i'aide d'un agent reducteur et. aprds elimination, le 
cas echeant, de I'agent reducteur n*ayant pas reagl. 

- la recuperation des fragments d'heparine r6dults par precipitation k I'aide d'un milieu solvant dans 
lequel lis sont insolubies, 40 

- risolement des fragments recherches par fractlonnement k Talde d'alcool, en presence d'un sel 
mineral, d'une solution aqueuse obtenue en remettant en solution dans I'eau le preciplte precedemment 
isote et en recuperant le precipite forme. 

9. Procede selon la revendication 7 ou 8. caracterise ence que dans retape d'oxydation periodlque, on 
utilise I'heparine et le sel de Taclde periodlque selon des quantites conduisant e des concentrations 45 
finales respectives de 1 ,5Wo k SWo et de 1 .5 a 2.5Q/b (p/v). 

10. Precede selon Tune quelconque des revendications 7^9, caracterise en ce qu'on realise retape 
d'oxydation periodlque e pH 5. e 4'' C. 

11. Precede selon Tune quelconque des revendications 7 k 10, caracterise en ce que le sel de Tadde 
periodlque est dumetaperiodatedesodiurh. SO 

12. Precede selon Tune quelconque des revendications 7^11, caracterise en ce que pour eilmlner le 
periodate residual on effectue une dialyse avec des boyaux de dialyse ayant une porosite de 3 i 4000 Da, 
pendant environ 15 h. 

13. Precede selon Tune quelconque des revendications 7 k 12. caracterise en ce que la r6cup6ratlon des 
fragments d'heparine reduits est realises en ajustant le pH k 7, puis apres addition d'un sel mineral tel que ss 
du NaCI, en ajoutant 1 e 1 .5 volume d'un solvant tel que I'ethanol. 

14. Procede selon I'une quelconque des revendications 7613. caracterise en ce qu'on dissout. k ralson 
de &^ (p/v). les fragments precipit6s reduits d'heparine dans de I'eau addltionnee d'un sel mineral, afin 
d'avoir une concentration finale de Wo, le pH de cette solution ayant ete ajuste k 3,5, et qu'on aloute 0.85 
volume d'un sotvant alcoolique tel que I'ethanol. GO 

15. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'eile renferme une quantite efflcace d'une 
composition selon I'une quelconque des revendications 1 & 6. en association avec un vehicule 
pharmaceutique. 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication 15, caract6ris6e en ce qu'eile se pr6sente sous 

la forme d'une solution concentree, injectable, sterile, contenant de 10 k 150 mg/mi environ, lorsqu'elle 65 
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est destlnSe & rinjectlon sous-cutan6e. ou de 10 & 100 mg/ml environ, lorsqu'elle est destln6e & Tinjection 
intraveineuse ou & la perfusion. 
17. R6actlf blologlque constltu6 par une composition selon rune quelconque des revendlcatlons 1 a 6. 
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